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摘要 
 I 
摘 要 
胃癌在最常诊断的癌症中居全球第四，癌症患者中，因胃癌死亡的原因占据
第三。全球每年有 951,600 新病例和 723,100 死亡数。尽管胃癌的患病率在整个
全球都很高，但在东亚是最高的。根据肿瘤进展情况，可选择手术、化疗和放射
治疗对胃癌进行治疗。化疗是治疗转移性胃癌患者的首选，但是仅仅依靠手术治
疗效果非常有限。并且化疗药物除了对机体有明显副作用外，另一个重要问题便
是癌细胞对药物的耐受性增加，即耐药性出现（MDR）。而且一旦出现耐药性，
即便是寻找可替代的化疗药物或者加大药物的使用量，都很难从根本上解决问
题。因而，迫切需要新的方法解决癌症耐药性难题。 
我们从癌症耐药的主要机制——药物转运蛋白 P-糖蛋白（P-gp）和 H 链铁
蛋白(HFn)高表达入手，采用目前常用的纳米颗粒包裹化疗药物和 siRNA 疗法，
将 siRNA 和化疗药物共递送，实现耐药性癌症的增强治疗。在 siRNA 的作用下，
细胞膜上的 P-糖蛋白表达降低，化疗药物药物排出细胞外减少，更多的滞留在
胞浆中，发挥治疗效果。同时包裹了化疗药物的纳米颗粒，影响了内源性 H 链
铁蛋白的表达，降低了的内源性 H 链铁蛋白，避免了由于其高表达对化疗药物
产生的活性氧的清除，增强了药物的治疗效果。 
本研究中，我们利用天然的纳米笼结构蛋白 H 链铁蛋白（Fn）作为载体，
利用基因工程在亚基外部 N 端修饰阳富含精氨酸的阳离子穿膜肽，形成融合蛋
白 TAT-Fn 纳米颗粒，通过静电吸附作用，负载负电荷的 Pgp siRNA，同时，利
用铁蛋白的空腔结构，将化疗药物阿霉素（ Dox ）包裹进去，形成
PgpsiRNA-TAT-Fn- Dox 的纳米复合物，对耐药性肿瘤 SCG 79011/VCR 协同治
疗。实验证明，TAT-Fn 纳米颗粒非常稳定，可以有效的结合 P-gp siRNA 及高效
负载 Dox，不仅逆转了肿瘤的多药耐药，同时避免了单独化疗药物的系统毒性。
除此之外，我们首次发现外源性的铁蛋白负载药物之后，降低了性 H 链铁蛋白
的表达的，协同逆转肿瘤多药耐药，实现了化疗增强效果。 
关键词: 多药耐药；基因干扰；H 链铁蛋白；P-gp 
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Abstract 
gastric cancer was the fourth most frequently diagnosed cancer，he cause of 
death due to gastric cancer occupy the third. There are 951,600 new cases and 
723,100 deaths worldwide. Although the prevalence of gastric cancer is high in the 
world, but in East Asia is the highest. Depending on the state of the tumor, surgery, 
chemotherapy and radiotherapy may be used to treat gastric cancer. Chemotherapy is 
the first choice for patients with metastatic gastric cancer, but only by surgery is very 
limited. In addition to the side effects of chemotherapy drugs on the body, another 
important issue is the increased tolerance of cancer cells to drugs, that is, drug 
resistance (MDR). And once the emergence of drug resistance, even to find 
alternative chemotherapy drugs or increase the use of drugs, can not fundamentally 
solve the problem. Thus, there is an urgent need for new ways to tackle cancer 
resistance problems. 
The main mechanism of cancer drug resistance are the high expression of P-gp 
and heavy chain ferritin (HFn), Co-delivery of anticancer chemotherapeutics and 
siRNAs targeting MDR genes in the same nanoparticle can drastically enhance 
therapeutic efficacy. The expression of P-glycoprotein on the cell membrane 
decreased by siRNA, Reduced the efflux of chemotherapy drugs，the drugs stay in the 
cytoplasm do a therapeutic effect. At the same time, nanoparticles which  
encapsulated chemotherapy drugs play a role on endogenous heavy chain 
ferritin,improve the therapeutic effect of the drug. Because high expression expression 
of endogenous heavy chain ferritin contribute to protect reactive oxygen species 
produced by chemotherapy drugs from elimination. In this study, we used the natural 
protein cage heavy chain ferritin (Fn) as a vector, The N-terminal of exterior surfaces 
subunit was modified the cell-penetrating, a cationic peptide peptide rich in arginine 
genetically.,forming the fusion protein TAT-Fn. Then the P-gp siRNA was binding 
with TAT-Fn though electrostatic interaction, and chemotherapeutic drug doxicin was 
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encapsulated in the ferritin, The P-gp siRNA / TAT-Fn- Dox nanocomplex was 
used co-therapy for multi-drug resistant cancer cells (SCG 7901/VCR). The results 
show that TAT-Fn nanoparticles are very stable, can effectively load with P-gp 
siRNA and Doxorubicin (Dox), not only reverses the multidrug resistance of the 
tumor, while avoiding the systemic toxicity of chemotherapy alone. In addition, we 
first found that exogenous ferritin-loaded with drugs, not only will not increase the 
expression of endogenous heavy chain ferritin, but reduced the expression of heavy 
chain ferritin, on the other hand, reversal of the Tumor multidrug resistance, enhanced 
the effect of chemotherapy. 
Keywords: MDR; RNAi; H-Fn; P-gp 
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第一章 绪论 
 1 
第一章 绪论 
1.1 癌症的治疗 
癌症伴随着高发病率和死亡率，是中国人口死亡的主要原因，也是一个主要
的公共卫生问题[1]。癌症死亡率预计在 2030 年增加到 1100 万左右，且大多数发
生在贫困地区。癌症给个人和社会带来巨大的经济负担。癌症的存活率取决于很
多因素的相互作用，包括不可选择的因素例如年龄、性别、遗传，和可选择的因
素等。但大多数取决于个人，社会，卫生系统以及卫生政策。因此，癌症死亡率
和存活率随地理，机遇，财富和社会发展而变化。在各种癌症中，胃癌，食管癌
和肝癌被诊断为癌症死亡的主要原因。尤其是在发展中国家，胃癌是各种致死率
高的癌症中最主要之一。 
手术治疗、放射治疗、化学疗法是临床上用于肿瘤治疗的主要方法。手术治
疗只对局部肿瘤的进行治疗，对机体正常组织没有伤害，因此其副作用小。手术
治疗可以一次性彻底的切除病灶，但只是适用于未发生转移的肿瘤，一旦肿瘤发
生转移，手术治疗的效果便受到很大的局限。同时，手术治疗的风险和创伤都很
大，且术后也会出现并发症。放射治疗，简称放疗，放射治疗是治疗恶性肿瘤的
主要方法之一，其利用放射线对相应的组织产生损伤。放疗对于未发生转移的肿
瘤有一定治疗效果，常常也是手术治疗后的一种辅助治疗方法。但放疗除了对正
常组织有损伤外，有些癌症也对放疗并不敏感。而且，放疗对设备要求很高。化
学疗法也是癌症治疗中最常用的方案。化疗是一种全身性给药的治疗方法，其治
疗范围也相当广泛，尤其是对已发生转移的肿瘤，化疗发挥重要的治疗效果，以
此，化疗不受肿瘤位置的限制。但化学治疗也有明显的缺点，因为药物随着血液
循环到达全身，机体的正常组织器官也会暴露在化疗药物下，受到化疗药物的毒
害作用。化疗药物能够治疗肿瘤的原因是肿瘤细胞增殖旺盛，分裂迅速，而增殖
旺盛的细胞对药物更加敏感。但是正常细胞如骨髓细胞、毛囊细胞等也具有快速
分裂的特点。这就表明，化疗也会杀死正常细胞，出现常见的副作用。 
胃癌通常伴随转移，治疗转移性胃癌患者的第一选择是化疗，化疗的主要目
的是延长生存，缓解症状和改善生活质量。20 世纪 90 年代，已建立氟尿嘧啶，
铂和曲妥珠单抗的联合治疗作为标准一线化疗。为了进一步改善治疗结果，开发
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二线和三线化疗非常重要。在本世纪的第一个十年，伊立替康和紫杉烷，细胞毒
剂和各种分子靶向药物开始作为二线治疗开发。紫杉醇与靶向血管内皮生长因子
受 2 的 ramucirumab 联合的治疗已经成为二线治疗的第一选择。目前正在开发免
疫检查点抑制剂，晚期胃癌的治疗策略可能在未来发生重大变化。 
1.2 肿瘤耐药性的产生 
癌症化疗的设计越来越复杂，没有 100％有效的癌症治疗方法。化疗药物除
了对机体有很强的副作用外，耐药性的产生也是治疗的一大难题。对抗癌药物治
疗的抗性由多种因素引起，包括患者中的个体差异和肿瘤体细胞遗传差异。通常
对药物的抗性是癌症固有的，但随着治疗变得越来越有效，获得性抗性也变得常
见。肿瘤对化疗药物不敏感，往往使治疗变得束手无策。虽然可以发展新药物进
行替换或者使用多种药物进行联合治疗来解决这一问题，但是癌细胞可以通过一
系列机制，主要包括改变膜的通透性而阻滞药物进入，实现自我保护。而且癌症
的时间和空间上的异质性[2]，其治疗靶标的不断变化，又使得无法避开这一机制
恢复对一线化疗药物的使用[3]。对癌症耐药机制的研究可以获得重要信息，比如
如何规避这种抗性以改善癌症化疗效果，以及对许多常用药物的药代动力学的影
响。因此，对癌症耐药性产生的分子机制进行研究，是研究人员主要面对的难题。 
1.3. 肿瘤耐药性产生的分子机制 
在过去 40 年，研究人员已经列出了各种癌细胞对抗癌药物机制，如图 1-1。 
比如细胞表面受体丧失或药物的转运蛋白作用，药物的特异性代谢或药物的特异
性靶标突变，研究员猜想使用多种药物可以有效提高治愈率。然而，细胞可以对
许多不同的结构和功能不相关的药物表达抗性机制，这种现象称为多药耐药性，
它通过限制吸收，增强外排或影响膜脂质如神经酰胺来限制药物在细胞内的积
累。 这些变化阻断（a）抗癌药物、激活的程序性细胞死亡（凋亡），（b）激活
药物解毒机制和修复 DNA 损伤，和（c）改变细胞周期等。在这些机制中，我们
对改变药物在细胞内积累的机制了解最清楚，这种累积主要由于药物进入和排出
细胞之间的不平衡所致。近年来，对肿瘤多药耐药的机制这方面研究进展很快，
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主要包括以下方面：多药耐药相关蛋白介导的 MDR，肺耐药相关蛋白介导的
MDR，拓扑异构酶介导的 MDR，谷胱甘肽-S-转移酶(GST)介导的 MDR，蛋白激
酶 C 介导的 MDR，抗药蛋白介导的 MDR，乳腺癌耐药蛋白介导的介导的 MDR，
细胞色素 P450 介导的 MDR，高表达的铁蛋白介导的 MDR，增加抗癌药物泵出
介导的 MDR 等[4]。其中多药耐药的主要机制是能量依赖性药物外排泵的表达，
或者称为 P-糖蛋白（P-gp）或多药转运蛋白。 
 
图 1.1 癌细胞的耐药性机制图[5]。 
Figure. 1.1 The mechanism of ancer cells which are resistant to drugs. 
1.3.1 P-糖蛋白高表达介导的多药耐药 
P-糖蛋白是一种分子量为 170KD 的跨膜糖蛋白，是主要的跨膜药物转运蛋
白，1976 年，Juliano 等[6]在耐药的中国仓鼠卵巢癌细胞中发现，是人类 MDR1
基因和两个不同的相关基因，mdr1a 和 mdr1b 的产物，是 ATP 结合盒（ABC）
家族的转运蛋白之一。P-糖蛋白包括两个 ATP 结合盒和两个跨膜区，其中每个
跨膜区包括 6 个跨膜结构域，如图 1-2。几乎所有的人类肿瘤细胞均有不同程度
的 MDR/P-gp 的表达，在人类及啮齿类动物的大多数组织中，P-糖蛋白都处于低
表达水平，但在覆盖体表的上皮细胞中表达量稍高[7]。存在于血液-组织屏障的
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P-糖蛋白有助于将物质转运到血液中，限制药物进入机体，避免药物从血液中进
入敏感性的器官，例如脑、睾丸等[8; 9]。例如，当敲除了 P-糖蛋白的小鼠暴露两
亲性药物时，这些药物在脑组织富集的水平显著提高，对小鼠造成了严重的神经
毒性[10]。可想而知，P-糖蛋白有保护机体不受毒性药物损伤的功能。在通过逐渐
增加培养基中细胞毒性药物浓度而培养出的耐药细胞株中，P-糖蛋白通常高表
达。这表明，P-糖蛋白在减少细胞胞浆中的药物浓度过程中，发挥着重要的作用
[11]。P-糖蛋白可以检测和结合大多数进入质膜的疏水性药物。这些药物包括阿霉
素、长春碱、长春新碱和紫杉醇等。与药物的结合激活了 ATP 结合结构域，ATP
的水解引起 Pgp 形状发生重大变化，导致药物释放到细胞外，胞浆中药物有效浓
度降低，产生耐药[12]。因此，将 P-糖蛋白作为药物靶标，抑制其活性，增强化疗
药物对肿瘤的杀伤性，是治疗耐药性癌症的重要手段。目前，已开发出三代转运
蛋白调节剂，包括第一代的钙离子通道阻滞剂务脉安、免疫抑制剂环孢菌素等，
这些药物虽具有阻止化疗药物泵出的作用，但也引起了过高的系统毒性，治疗效
果有限。第二代 P-糖蛋白表达调节剂多是第一代 P-糖蛋白表达调节剂的衍生物，
其对转运蛋白有较高的亲和力，因而在低浓度下即可达到良好的治疗效率。然而，
由于 CYP4503A 的抑制，细胞毒性显著增强，药物清除速率降低，限制了药物
的用量。对第二代 P-糖蛋白表达调节剂进行了改进，第三代 P-糖蛋白表达调节
剂应运而生。第三代 P-糖蛋白表达调节剂虽已取得很大进步，但效果依然不尽
人意[13-15]。 研发特异性 P-糖蛋白表达调节剂越来越受到广泛的关注。 
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